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RÉSUMÉ
Le couguar dc l’Est (Puma concolor cotigztar) était autrefois répandu dans l’est de
l’Amérique du Nord. Toutefois, sa population a rapidement diminué et plusieurs l’ont
considérée éteinte. Parallèlement, la quantité d’observations de couguars rapportées
dans l’est n’a pas cessé d’augmenter depuis les années 1980. En raison de la difficulté
de valider les observations et de confirmer la présence de couguars, une méthode de
détection fiable s’avérait nécessaire. Depuis juiLlet 2001, des poteaux de frottage ont
été installés aux sites où les mentions sont les plus nombreuses dans l’est du Canada,
notamment au Québec, au Nouveau-Bmnswick et en Nouvelle-Écosse. Les poteaux
sont conçus pour attirer les couguars et tes inciter à se frotter pour y laisser des poils.
Afin d’analyser efficacement les échantillons récoltés, j’ai développé une technique
d’identification génétique basée sur des amorces spécifiques aux couguars. Un total
de 319 échantillons de poils d’individus inconnus ont été analysés, de même que trois
échantillons de tissus prélevés sur des animaux identifiés comme étant des couguars.
De l’ensemble des échantillons récoltés, dix se sont avérés provenir de couguars huit
du Québec et deux du Nouveau-Bmnswick. J’ai déterminé que l’origine de quatre de
ces échantillons était possiblement nord-américaine, alors que quatre autres étaient
d’origine exotique. L’origine de deux des échantillons n’a pu être déterminée par
manque de matériel génétique. Étant donné que l’UICN considère l’espèce comme
étant «quasi menacée », la conservation des couguars devrait être considérée dans
l’est du Canada.
iv
Mots-clés I 6S ARNr, ADN mitochondrial, amorces spécifiques, identification
génétique, conservation, couguar de l’Est, échantillonnage non invasif, mentions,
poils, poteaux de frottage.
VABSTRACT
The eastern cougar (Puma concoÏor couguar) was once largely distributed in eastem
North America. However, its population iapidly declined and is now considered
cxtirpated by some authors. Nonetheless, the niimber of cougar sightings on the east
coast bas increased drastically since the 19$Os. Because sightings are difficuit to
validate and proof hard to acquire actively, an undeniable way to assess the prcsence
of cougars is required. Starting in July 2001, scratching posts were installed at
localities that coincided with abundance of sightings in eastcm Canada, namely in
Québcc, New Brunswick and Nova Scotia. The scratching posts were used to
efficiently attract cougars and to collect hair samples. In order to identify the samples
collected, I have developed species-specific primers for the cougar. A total of 319
hair samples were collccted from the scratching posts, as well as three muscle and
hair samples from animais identified as cougars. Out ofthe 322 samples gathercd, ten
were confirmed as cougars: cight of these were collected in Québec and two in New
Brunswick. I have determined that four of these samples corne from cougars with a
possible North Arnerican origin and four are from South or Central America. The
origin of the last two cougars was not determined because of insufficient genetic
material. Since the species status is considered as “near threatened” by the IUCN, the
conservation ofcougars in the east is highly recomrnended.
Keywords: 16S rRNA, conservation, eastern cougar, genetic identification, hair,
mitochondrial DNA, noninvasive sampling, scratching posts, sightings, species
specific primers.
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Trouver un couguar dans l’Est, c’est comme
chercher une aiguille dans une botte de foin.
Et si on brûlait le foin pour mieux trouver l’aiguille avec un aimant?
(Anonyme)
CHAPITRE 1 2 INTRODUCTION
21.1 Le couguar (Puma concolor,)
Le couguar (Puma concoÏor), aussi surnommé «puma », «lion des montagnes »,
«panthère» et «catamount », est un félin endémique au Nouveau Monde (figure
1.1) (Young et Goldman 1946, Peterson 1966). Sa distribution s’étend du Yukon
jusqu’au sud de l’Argentine, couvrant plus dc 1100 de latitude et passant de l’océan
Pacifique à l’océan Atlantique. Le couguar occupe tous les biomes terrestres, des
milieux arides aux forêts foisonnantes des tropiques, à l’exception de la toundra
arctique, (Flamilton 1939, Wilson et Ruff 1999). D’ailleurs, il porte le surnom de
«lion des montagnes» car il peut vivre jusqu’à 3350 m en altitude (Young et
Goldman 1946). La colonisation de tous ces habitats fait de cette espèce un des rares
mammifères adaptés à des conditions environnementales aussi diversifiées.
1.2 Taxonomie
Le couguar est un animal carnivore de la famille des felidae. 11 était jadis classé au
sein du genre feus (Linneaus 1758). Toutefois, des études génétiques et
biogéographiques ont proposé de le classer comme la seule espèce du genre Puma
(Janczewski et al. 1995, Yu et Zhang 2005). Les plus proches parents du couguar sont
le jaguanmdi (Heipallurus vagouarozuidi) et le guépard (Acinonyx jubatus)
(Janczewski et al. 1995, Johnson et O’Brien 1997. Yu et Zhang 2005). 11 y a 390 000
années, le couguar aurait quitté le Brésil pour se disperser vers le sud et le nordouest
de l’Amérique du Sud et ensuite coloniser l’Amérique du Nord (Culver 1999).
C
(D
C
3figure 1.1. Couguar (Puma concolor), également surnommé «puma », «lion des
montagnes », «panthère » et «catamount ».
4Pendant longtemps, l’espèce a été divisée en 30 sous-espèces sur la base de caractères
morphologiques, tels que la coloration du pelage, la taille des individus et la
morphométrie crânienne (Figure 1.2) (Young et Goldman 1946). Le pelage uniforme
du couguar (d’où l’origine étymologique de l’épithète «concoÏor »), varie du beige
au brun foncé, en passant par différentes teintes de gris et de rouille. Selon l’étude de
Young et Goldman (1946), les sous-espèces tropicales ont un pelage de teinte
rougeâtre, tandis que les individus nordiques et australs ont plutôt une teinte grisâtre.
La coloration du pelage est toutefois variable d’un individu à l’autre au sein d’une
m6me sous-espèce. La taille d’un couguar varie de 100 à 210 cm (excluant la queue)
(Young et Goldman 1946, Peterson 1966). Ce caractère est corrélé à la latitude, dc
telle sorte que la taille augmente de l’équateur vers les pôles, tel que décrit par la loi
dc Bergmann (Bergmann 1847, Young et Goldman 1946). Les sous-espèces
nordiques telles que P. e. hippolestes, P. c. olympus et P. e. rnissouÏensis et la sous-
espèce australe P.c. pearsoni sont de plus grandes tailles, alors que les sous-espèces
équatoriales telles que P. e. inayensis et P. e. costaricensis et P. e. bangsi sont plus
petites. Selon Young et Goldman (1946), les mesures et caractères morphométriques
offrent un bon pouvoir de discrimination taxonomique. Notamment, les sous-espèces
nordiques possèdent une entaille au niveau du foramen orbital, tandis que les sous-
espèces australes présentent un angle zygomatique réduit. L’ensemble de ces critères
morphologiques permet de distinguer les 30 sous-espèces de couguar.
5Figure 1.2. Distribution des 30 sous-espèces de couguar (Puma concolor) définies
sur la base de caractères morphologiques (figure tirée de Young et
GoÏdman 1946). La répartition historique du couguar de l’Est (P. e.
couguar) est représentée en bourgogne. Légende P. e. (1) inavensis (2)
couguar (3) missoulensis (4) hippolestes (5) oregonensis (6)
Val7COuvereflSiS (7) o!vmpus (8) calfornica (9) kaibabensis (10) browni
(11) improcera (12) azteca (13) stanÏeyana (14) coiyi (15) concotor
(16) costaricensis (17) bangsi (18) soderstromi (19) capricornensis (20)
anthonyi (21) incarum (22) borbensis (23) osgoodi (24) acrocodia (25)
greeni (26) puma (27) cabrerae (28) pearsoni (29) patagonica (30)
araucanus.
6La classification morphologique des sous-espèces a été révisée par Culver et al.
(2000), sur la base de marqueurs génétiques. Une analyse phylogénétique effectuée à
partir d’haplotypes et de microsatellites démontre que le couguar se divise en six
groupes phylogéographiques, chacun représenté par des haplotypes différents (Figure
1.3). Les résultats de cette étude montrent que les 14 sous-espèces nord-américaines
définies par Young et Goldman (1946) ne formeraient qu’un seul groupe
phylogénétique. Les règles du code de nomenclature stipulent que le nom le plus
ancien doit être attribué aux nouveaux taxons. Ainsi, le groupe phylogéographique de
l’Amérique du Nord a hérité du nom P.c. couguar.
Cependant, cette nouvelle taxonomie suscite encore de nombreux débats puisque la
conservation de deux anciennes sous-espèces nord-américaines, le couguar de l’Est
(P. c. couguar) et le couguar de la floride (P. e. corvii), en dépend (Cardoza et
Langlois 2002, Anderson et al. 2004). De plus, Culver et al. (2000) n’ont étudié que
trois spécimens de musées du couguar de l’Est (P. c. couguar). Considérant la
complexité de son contexte historique, il est impératif de poursuivre les travaux stir
cette sous-espèce. Étant donné que le statut taxonomique du couguar de l’Est n’est
pas clairement établi, le nom latin P. e. couguar sera utilisé pour identifier cette sous-
espèce dans le cadre de ce mémoire.
7Groupe phylogéographique
1 Amérique du Nord
2 Amérique Centrale
3 Nord de l’Amérique du Sud
4 Est de l’Amérique du Sud
5 Centre de l’Amérique du Sud
6 Sud de l’Amérique du Sud
Haplotypes
M et N
M, F et C
F, E, L et B
H, F, I, K, L et C
F et]
J, D et f
Figure 1.3. Distribution géographique des six groupes phylogéographiques du
couguar (F. concolor) basées sur les doimées génétiques et leurs
haplotypes (figure tirée de Culver et al. 2000).
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81.3 Le cottgttar de t’Est (P. c. Couguar,)
1.3.1 Contexte historique
Malgré la très grande répartition du couguar au Nouveau Monde, la colonisation
européenne entraîna une forte diminution de la population en Amérique du Nord. En
effet, l’espèce a longuement été chassée par l’être humain afin dc protéger le bétail.
La destruction des habitats naturels a aussi contribué à son déclin. La sous-espèce de
l’Est de l’Aménque du Nord (P. c. couguar) fut sans doute la plus affectée (Wright
1959). Autrefois, la répartition de cette sous-espèce s’étendait du sud de l’Ontario à la
Nouvelle-Écosse, traversait le centre du Michigan et du Tennessee, pour atteindre la
Caroline du Sud (Young et Goldman 1946, Hall 1981, Caidoza et Langlois 2002)
(Figure 1.2). Depuis, la population a été décimée et le dernier spécimen du couguar
de l’Est formellement identifié a été abattu en 1938 à la frontière du Québcc et du
Maine (Wright 1961). Dès lors, le statut de la sous-espèce a suscité plusieurs débats
houleux, certains auteurs croyant toujours à sa présence (Wright 1953, Cumbcrland et
Dcmpsey 1994, BoÎgiano et al. 2000) alors que d’autres croyaient plutôt à l’extinction
de la sous-espèce (Hamilton 1939, Young et Goldman 1946, Parker 1998, Scott 1998,
Culver et al. 2000). Si elle est toujours présente, la population de couguars est
certainement très petite et dispersée dans son aire de répartition (Jolicoeur et al.
2006). La sous-espèce de l’Est a donc hérité des surnoms de «chat mystérieux »
(Parker 1998) et de «félin fantôme » (Wright 1959) en raison de son statut incertain.
1.3.2 Mentions
Le couguar est un animal solitaire, nocturne et farouche, qu’on aperçoit rarement
même lorsque la population est relativement abondante (Harnilton 1939, Young et
9Goldman 1946). Au cours des dernières décennies, une augmentation du nombre
d’observations de couguars a cependant été notée dans l’est du Canada (Tableau 1.1).
De 1935 à 1983, 318 mentions ont été rapportées en Ontario (Gerson 1988). Au
Québec, le nombre de mentions répertoriées de 1955 à 2005 était de 1062 (Figure
1.4A) (Tardif 1997, Jolicoeur et al. 2006). Quant au Nouveau-Brunswick et à la
Nouvelle-Écosse, 1 86 et 31 5 observations ont été rapportées respectivement de 1 970
à 1993 (Figure 1.43) (Stocek 1995). Dans l’est des États-Unis, plus de 2200 mentions
de couguars ont été relevées depuis juillet 1983 (Lutz et Lutz 1996. Bolgiano et al.
2000, Cardoza et Langlois 2002). Les agents de la faune dans l’Est de l’Amérique du
Nord totalisent donc plus de 4081 observations.
jD
N
B
et
NÉ
D
O
N
T
•
QC
•
e
s
t
du
Ca
na
da
T
ab
le
au
1-
I.
N
om
br
e
de
m
en
tio
ns
de
co
u
gu
ar
s
(P.
c
o
n
c
o
lo
r)
au
N
ou
ve
au
-B
ru
ns
w
ic
k
(N
B)
, e
n
N
ou
ve
lle
-É
co
sse
(N
É)
,e
n
O
nt
ar
io
(O
NT
),
au
Qu
éb
ec
(Q
C)
et
da
ns
to
ut
l’e
st
du
Ca
na
da
,
de
19
50
à
20
05
(G
ers
on
19
88
,
St
oc
ek
19
95
,
Ta
rd
if
19
97
,
Jo
lic
oe
ur
et
al.
20
06
).
o
D 10
80
0
70
0
60
0
50
0
40
0
30
0
20
0
10
0 o
19
50
-5
9
19
60
-6
9
19
70
-7
9
19
80
-8
9
19
90
-1
99
9
20
00
-2
00
5
il
A)
B)
Figure 1.4.A) Répartition des mentions de couguar (P. concolor) au Québec (QC)
entre 1955 à 2005, selon les régions administratives (figure adaptée de
Jolicoeur et al. 2006). B) Répartition des mentions de couguars selon les
comtés du Nouveau-Brunswick (NU) et de la Nouvelle-Ecosse (NE) de
1970 à 1993 (figure tirée de Stocek 1995).
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L’analyse des témoignages par des experts démontre que plus de 75% des
observations sont crédibles (Gerson 1988, Stocek 1995, Jolicoeur et al. 2006). Ces
mentions sont évaluées selon la description de l’animal, les conditions
d’observations, ainsi que l’expertise des témoins. En général, les couguars observés
étaient seuls. Les témoins décrivent l’animal perçu comme ayant l’allure d’un chat
domestique (feus catus), tout en étant de taille supérieure. La longue queue du
couguar, variant de 53 à 68 cm, est une caractéristique diagnostique rapportée par la
majorité des observateurs. Quant au pelage, tous s’accordent sur sa coloration
uniforme, même si la couleur du pelage varie énormément d’un observateur à l’autre,
en fonction des conditions de visibilité. Young et Goldman (1946) ont défini que la
sous-espèce de l’Est était foncée, bien que le mélanisme soit récessif chez les félins
(Robinson 1976). Scott (1998) suggère plutôt de ne pas considérer la coloration du
pelage comme un trait diagnostique de la sous-espèce. Il est à noter que la majorité
des mentions a été rapportée lors de la période estivale, saison durant laquelle les
activités de plein air sont les plus nombreuses (Gerson 1988. Stocek 1995, Jolicoeur
et al. 2006).
En plus de cette pluie de témoignages, des domiées supplémentaires appuyant la
présence du couguar dans l’est de l’Amérique du Nord ont été recensées de 1976 à
2000. Celles-ci incluent notamment des empreintes retrouvées en Virginie, au Maine
ainsi qu’au Nouveau-Bninswick (Bolgiano et al. 2000, Cumberland et Dempsey
1994). Des spécimens ont également été abattus en Virginie (1976), en Abitibi
Témiscamingue (1992) et en Illinois (2000) (Tardif 1997, Bolgiano et al. 2000). Par
contre, le couguar de l’Abitibi-Témiscamingue s’est avéré être d’origine chilienne
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(Bematchez 199$). Cette constatation contribua au scepticisme des autorités
prétendant que les couguars observés dans l’est ne seraient en fait que des animaux
apprivoisés d’origine exotique (Hansen 1992, Parker 199$, Scoil 199$).
13.3 Statut du couguar de Ï ‘Est et problématique de conservation
Aux États-Unis, le US fish and Wildlife Service (USFWS) considère actuellement le
couguar de l’Est comme une sous-espèce «en danger» (USFWS 2006). À cet égard,
la Eastern Cougar foundation a été créée en 1998 afin de répertorier les mentions de
couguar dans l’est de l’Amérique du Nord (http://www.easterncotigar.org/). Le
Comité sur la Situation des Espèces en Péril au Canada (COSEPAC) a attribué au
couguar de l’Est le statut d’espèce «en voie de disparition », en 1978. Après révision
du dossier, Scott (1998) détermina qu’il n’y avait pas assez de données pour conclure
sur le statut de la sous-espèce et le couguar de l’Est frit ainsi rétrogradé de ta
catégorie « en voie de disparition » à la catégorie « données insuffisantes ». Au
niveau fédéral, il ne possède actuellement aucun statut légat. Au niveau provincial, le
couguar de l’Est est considéré «en danger» en Ontario, au Québec et au Nouveau
Brunswick alors que le statut est « indéterminé » en Nouvelle-Écosse. Ces statuts sont
établis d’après une faible quantité d’informations au sujet du couguar de l’Est.
1.4 Techniqttes d ‘échantillonnage et d’identification des couguars
1.4.1 Échantillonnage des pistes
Dans les lieux où la présence d’une population est connue, une des méthodes
d’échantillonnage utilisée est l’analyse des pistes laissées au sol (Van Dyke et al.
1986, Smallwood et fitzhugh 1993, Beier et Cunningham 1996). Chaque empreinte
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est analysée selon plusieurs variables, telles que la longueur et la largeur du talon, la
distance entre le talon et le doigt antérieur, les longueurs des doigts ainsi que les
angles et distances entre les doigts. Les traces doivent par contre être identifiées
rapidement avant l’altération par les intempéries et le substrat du sol doit être propice
à l’analyse des empreintes (Van Dyke et Brocke 1987, Smallwood et f itzhugh 1993).
De plus, une expertise quant à la détection des signes de la présence de cougtlar est
nécessaire afin d’échantillonner des pistes. Enfin, cette méthode n’est pas efficace
lorsque la population est peu nombreuse et dispersée ou lorsque le sousbois est dense
(Van Dyke et Brocke 1987).
1.4.2 Identification par la chromatographie des Jces
L’identification par la chromatographic des fèces a été développée par Fernandez et
al. (1997) pour distinguer le couguar du jaguar (feus onca), au Paraguay. Dans le
cadre précis de cette étude, la discrimination des espèces a été déterminée par la
présence d’un acide biliaire spécifique au jaguar. Toutefois, cette méthode ne permet
pas de distinguer les autres carnivores vivant en sympatrie avec le couguar en
Arnérique du Nord. De plus, lorsque la population de couguar est petite, il est difficile
de retrouver les fèces avant la décomposition ou l’altération par les conditions
environnementales. Cette méthode n’est donc pas optimale pour la détection de
couguars dans l’est du Canada.
1.4.3 Identification selon les structt’res macroscopiques et microscopiques des poils
La structure du canal médullaire (partie interne), ta morphologie de la cuticule
(surface externe) et le patron de coloration des poils sont des critères répertoriés dans
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les clés d’identification des espèces de mammifères (Mayer 1952, Stains 1958,
Moore et al. 1974, Wallïs 1993). Par contre, ces clés sont souvent ambigus et elles
ne permettent pas l’identification certaine de plusieurs espèces. Par exemple, la
présence de vacuoles dans le canal médullaire, considérée comme une caractéristique
diagnostique des poils de félidés, n’est retrouvée que dans 46 à 52% des poils de
félins alors qu’elle est présente dans 22 à 30% des poiis de coyote (C’anis Ïatrans) et
du renard roux ( VztÏpes vulpes). Si on ajoute la structure de la cuticule et la coloration
du poil à la présence de vacuoles médullaires, 68 à 78% des poils de félins ont été
identifiés correctement, alors que d’autres espèces ont aussi été faussement
identifiées comme étant des félins (Harrison 2002). En conséquence, l’analyse
morphologique des poils à l’aide dc clés n’est pas une méthode fiable pour
l’idcntiflcation des félidés, car elle laisse place à la confusion (i.e. des faux positifs).
1.4.4 Identification par enzymes de restriction
La méthode génétique développée par Mills et al. (2000) consiste en l’amplification
d’une région d’ADN, suivie de digestion par trois enzymes de restriction pour
identifier quatre espèces de félins nord-américains s le chat domestique (feus catus),
le lynx du Canada (Lynx canadensis), le lynx roux (L. rtJiis) et le couguar (P.
concolor). L’analyse du patron de bandes observé sur un gel d’électrophorèse permet
de distinguer les espèces. Toutefois, l’identification de couguars est basée sur
l’absence de réaction suite à la digestion avec deux des trois enzymes de restriction,
ce qui peut occasionner des faux positifs dans le cas oii les réactions enzymatiques ne
fonctionnent pas. De pitis, leur méthode nécessite une utilisation substantielle de
matériel génétique précieux, puisqu’il faut être en mesure de séparer le produit de la
]6
réaction de polymérisation en chaîne (RPC) en trois aliquots pour la digestion avec
tes enzymes de restriction.
1.5 Objectifs du projet de recherche
Au cours des deux dernières décennies, l’augmentation du nombre de mentions de
couguars et la découverte de trois individus dans l’est du Canada justifie l’acquisition
d’informations plus précises sur la présence de la sous-espèce. Compte tenu de
l’ambiguïté des méthodes actuelles d’identification de couguar, le développement
d’une nouvelle technique s’impose. Dans Je cadre de ma maîtrise, une méthode
alternative d’identification génétique des échantillons de couguars a été développée.
Mon objectif principal consiste à élaborer un protocole d’identification simple et peu
coûteux pour détecter la présence de couguars au Québec, au Nouveau-Brnnswick
ainsi qu’en Nouvelle-Écosse. Mon objectif secondaire est de déterminer l’origine
géographique des spécimens dans le but de proposer des avenues de conservation
possibles. Des analyses génétiques ont aussi été effectuées sur des spécimens de
musées afin de clarifier le statut taxonomique du couguar de l’Est, mais ces analyses
se sont cependant avérées infructueuses.
1.5.1 Y a-t-il des couguars dans l’est du Canada?
Le couguar étant particulièrement farouche, il est difficile de le retracer en nature,
surtout s’il se retrouve en faible abondance. Son territoire pouvant varier de 140 à
1454 km2 (Wilson et Ruff 1999, Maehr et al. 2002), la recherche de pistes ou de fèces
peut s’avérer futile. Une méthode efficace d’échantillonnage est donc requise. Pour cc
faire, des poteaux de frottage sont utilisés afin de récolter des échantillons de poils.
17
Les poteaux de frottage sont des tuyaux couverts de tapis de caoutchouc, servant à
recueillir des échantillons de poils de mammifères (figure 1.5). Une méthode
d’échantillonnage similaire existe déjà pour récolter de façon non invasive des poils
d’ours noir (Ursiis arnericanus), de martre d’Amérique (Martes americana) ou de
blaireau européen (Meles meÏes) (foran et al. 1997, Mowat et Strobeck 2000, Frantz
et aI. 2004). La particularité des poteaux de frottage pour les couguars est qu’ils sont
enduits d’un mélange de phéromones synthétiques afin d’attirer les félins. Cette
technique permet de couvrir une aire d’étude plus étendue et de concentrer en un seul
point la récolte d’échantillon de poils, diminuant ainsi le temps dédié à
l’échantillonnage. Si le couguar est véritablement présent dans La région
échantillonnée, il se frottera sur les poteaux pour marquer son territoire et y laissera
des poils, qui seront alors utilisés comme source d’ADN pour les analyses génétiques.
1$
figure 1. 5. Poteau provocant le comportement de frottage chez un couguar du zoo
de Granby (photo tirée de Envirotel inc.).
Afin de comprendre la méthode d’analyse génétique des poils, il est essentiel de
connaître premièrement la structure du poil et deuxièmement les propriétés de l’ADN
mitochondrial. Tout d’abord, le poil est constitué d’une partie basale enfoncée à
environ 4 mm dans la peau, nommée le bulbe pilaire ou follicule racinaire, ainsi que
d’une partie distale, la tige pilaire. Le bulbe représente la partie vivante du poil et il
est constitué de cellules kératinocytes et de mélanocytes (Birbcck et Mercer 1957,
Wolfram 2003). La tige pilaire est formée de l’accumulation de kératinocytes mortes,
dont le cytoplasme a été rempli de fibres de kératines et de la mélanine. 11 est à noter
que la mort des kératinocytes dans les poils entraîne la fragmentation de l’ADN. En
effet, la quantité d’ADN total (mitôchondrial et nucléaire) peut varier dc 150 à 200 ng
pour les échantillons de poils avec follicules, alors qu’il dépasse rarement 10 ng pour
les poils sans base racinaire (Gagneux et al. 1997, Higuchi et al. 1988, Vigilant
1999). En comparaison, l’ADN total dans le sang ou dans le muscle se retrouve à plus
de 4000 ng (Gagneux et al. 1997, Rioux et al. 2005). Il est donc cmcial d’avoir de
l’ADN de qualité en quantité suffisante pour pouvoir l’amplifier par RPC.
Les cellules animales possèdent deux sources d’informations génétiques l’ADN
mitochondrial (ADNmt) et l’ADN nucléaire. L’ADNmt est une source de matériel
génétique transmis de façon maternelle chez les mammifères. Il consiste en une petite
molécule de forme circulaire, présent en plusieurs centaines de copies dans chaque
cellule. La probabilité d’amplification des fragments d’ADN nucléaire s’avère p1us
faible étant donné la présence de seulement deux copies par cellule. Plusieurs études
se basent donc sur l’ADNmt pour l’analyse d’échantillons non invasifs, tels que les
poils, les fèces et la salive, de même que pour étudier l’ADN ancien (Hnni et al.
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1994, Allen et al. 1998, MilIs et al. 2000, Bakeret al. 2001, Emest et aI. 2002). Ainsi,
bien que l’ADNmt soit dégradé dans le poil, la probabilité de retrouver des fragments
de taille suffisante est élevée en raison du nombre phénoménal de copies dans une
cellule.
J’ai créé des amorces spécifiques pour amplifier une région particulière de l’ADNrnt
et ainsi distinguer le couguar des autres félins retrouvés au Canada. Les amorces sont
composés de 15 à 20 nucléotides et ont pour fonction dc s’apparier à une séquence
cible dans l’ADN afin d’en augmenter exponentiellement le nombre de copies. La
visualisation des fragments sur un gel d’agaiose sert à l’identification des
échantillons provenant de couguars. L’adaptation de la méthode d’amplification par
RPC n’a jamais été appliquée pour discriminer cette espèce auparavant.
1.5.2. Quelle est l’origine des couguars découverts?
Si la présence de couguar dans l’est du Canada est confirmée, plusieurs hypothèses quant à
l’origine des individus peuvent être émises. Les spécimens détectés peuvent être (1)
des couguars indigènes de la sous-espèce de l’Est, (2) des couguars de sous-espèces
environnantes ayant migré vers l’est, ou (3) des couguars exotiques qui ont été
apprivoisés puis relâchés dans la nature. Afin de répondre à cette question, on doit
pouvoir déterminer l’origine géographique des couguars. La méthode repose sur une
étude génétique de l’espèce par Culvcr et al. (2000), effectuée sur 315 couguars
provenant de diverses régions de l’Amérique. L’analyse de trois régions d’ADNrnt
(16S ARNr, ATP-8 et NADH-5) d’une longueur totalisant $91 ph a permis d’établir
la présence de 14 haplotypes distincts, basés sur 15 sites polymorphiques. Mis â part
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quatre couguars de la sous-espèce P. c. olympus d’haplotype N, les individus se
retrouvant au nord du Nicaragua possèdent tous l’haplotype M. Mon projet se basera
sur l’étude de Culver et al. (2000) pour la différentiation des couguars nord-
américains des couguars dc l’Amérique du Sud et dc l’Amérique Centrale.
1.5.3 Quelles sont les actions à entreprendre pour protéger le couguar?
Si la présence de couguar est confirmée, des mesures de conservation devront être
proposées afin de protéger l’espèce dans l’est du Canada. Selon le COSEPAC, afin de
profiter d’un statut de protection, une population doit répondre à certains critères : (I)
être indigène (2) être géographiquement ou génétiquement distincte (3) s’être
propagée de façon naturelle (4) être régulière dans sa présence depuis au moins 50
ans et (5) dépendre de territoires canadiens pour son habitat. Toutefois, une
population peut obtenir un statut si l’ensemble de l’espèce est en danger à l’échelle
mondiale. Si l’origine des couguars s’avère être exotique, une réflexion quant aux
actions de conservation devra tenir compte de ces critères.
1.6 Organisation du mémoire
Ce mémoire comporte trois chapitres. En plus dti chapitre d’introduction, le deuxième
chapitre présente sous forme d’article la technique de détection de couguars dans l’est
du Canada. La méthode d’échantillonnage de poils par les poteaux dc frottage ainsi
que la technique d’analyse génétique à palÏir d’amorces spécifiques développées pour
les échantillons récoltés y sont détaillées. Le troisième chapitre discute de manière
générale des résultats, ainsi que des facteurs en faveur et en défaveur de la protection
des cotiguars dans l’est du Canada.
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CHAPITRE 2: DETECTION 0F AN ELUSIVE SPECIES
IN LARGE TERRITORIES: COUGARS (PUMA
CONCOLOR) PRESENCE CONFIRMED IN EASTERN
NORTH AMERICA
Cet article sera soumis prochainement dans Journal of Ma;nmalogy
Lang LD, Tessier N, Gauthier M, Wissink R, Jolicoeur H & Lapointe FJ. 2007.
Detection of an elusive species in large territories: cougars (Puma concolor)
presence conflrmed in castem North Arnerica. 23 pages.
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2.1 Résumé
La détection dc la présence d’espèces farouches et à caractère de protection requiert
souvent une quantité phénoménale de ressources humaines et financières. Afin de
contrer ce problème, une méthode d’échantillonnage combinée à une analyse
génétique a été développée et appliquée à la problématique du couguar de l’Est
(Puma concolor couguar) dans l’Amérique du Nord. En effet, la présence du couguar
de l’Est, aussi surnommé le «félin fantôme », a longuement été un sujet de
controverse dans l’est de l’Amérique du Nord. Le dernier couguar recensé a été
abattu à la frontière du Québcc et du Maine (ÉU) en 193$ et depuis lors, un débat
s’est engagé quant à sa présence dans l’est. Dans les vingt dernières années, des
observations, des pistes et des carcasses de couguars ont été reportés et se sont
accumulés. Malgré cela, le statut du couguar de l’Est au Canada reste dans la
catégorie «données insuffisantes ». Pour pallier à ce manque d’informations, une
étude sur le sujet s’avérait nécessaire. Dans le cadre dc ce projet, des amorces
spécifiques pour la région 16S ARNr de l’ADNmt ont été créées afin d’identifier tes
couguars à partir d’échantillons de poils, de muscle ou de sang. Nos analyses
effectuées sur des échantillons de poils récoltés sur des poteaux de frottages ont
permis de confirmer la présence de couguars au Québec et au Nouveau-Bninswick.
La séquence des dix échantillons montre que quatre de ceux-ci ont possiblement une
origine nord-américaine. Il est probable que ces individus soient de la population
indigène, mais l’exogamie avec d’autres individus provenant d’Amérique Centrale ou
d’Aménque du Sud demeure possible. Avec ces informations additionnelles, la mise
en place d’actions de conservation est à prévoir. L’utilisation de la technique
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d’échantillonnage non-invasive ainsi que d’identification génétique peut être
appliquée à d’autres espèces de mammifères ayant un grand territoire.
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2.2 Abstract
The detection of elusive specics in order to estabuish their conservation status often
requires an enormous amount of human and financial resources. To counter these
problems, a sampling technique combined with a rapid genetic analysis lias been
devcloped and applicd to the case of the eastem cougar (Fuma concotor couguar) in
North America. The last known cougar was reportedly killed in 193$ and since then,
its presence has been controversial. in the last two decades, sightings, tracks and body
reports have increased in eastem North Arnerica. Nonetheless, these observations arc
considercd insufficient to change the cougar’s conservation status from the “data
deficient” category in Canada. Cougars are solitary mammals that have a large range
and are therefore particularly difficuit to track. For this study, specific primers for
cougars werc designed for the I 6S rRNA region of the mtDNA in order to identily
cougars from hair, muscle or blood samples. Our analyses performed on hair samples
collected from scratching posts allowed the confirmation of the presence of cougars
in Québec and in New Brunswick. Sequencing analyses further showed that out ofthe
ten cougar samples, four have a possible North American origin. These results
suggest that these individuals are likely from a rcmnant population of cougars in
eastern North America. Yet, outbreeding can occur since the presence of four samples
from exotic individuals has also been noticed. This new information wilt help
establish conservation actions. Morcover, thc noninvasive sampling method as well
as the genetic identification can easiîy be applied to other large terri tories mammals.
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2.3 hitrodttctioiz
Because of habitat loss and human disturbance, the populations of several large
mammals have seen their number decrease over the last century. Rare elusive species
such as felids are the most threatened by these factors. One of the bcst examples is
ccrtainly the castem cougar (Fuma coiicolor cougttar) in North America. The
distribution ofthe eastem cougars originally extended from southem Ontario to Nova
Scotia, through central Michigan and Tennessee, and fiirther down to South Carolina
(Young and Goldman 1946, FlaÏl 1981). Cougars were hunted to protect humans and
livcstock and, as a result, their numbcrs have declined dramatically over the Iast
centuries (Young and Goldman 1946, Wright 1959). In fact, the last specimen ofthc
eastcm subspecics was trapped in 1938, near the Maine/Québec border (Wright
1961). Since that tirne, the existence ofthe subspecies has been a controversial topic,
where some studies authenticated its presence (Wright 1953, Cumberland and
Dempsey 1994, Bolgiano et al. 2000) whereas others suggested that it was
prcsurnably extinct (Young and Goldman 1946, Parker 199$, Scott 199$, Culver et al.
2000).
Over the last decades, the number ofcasual sightings of cougars on the east coast bas
incrcased drastically. from 1970 to 1993, more than 180 reports have beon flled in
New Bmnswick, whereas Nova Scotia gathered over 315 observations (Stocek 1995).
in Québec, the number of sightings reported from 1 955 to 2005 reachcd a number of
1061 (Tardif 1997, Jolicoeur et al. 2006). Since July 1983, over 2200 observations
have been lilcd in eastern USA (Lutz and Lutz 1996, Bolgiano et al. 2000, Cardoza
and Langlois 2002). Several confirmed occurrences documented from 1990 to 1996
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include tracks found in Maine, Virginia, West Virginia and New Brunswick
(Cumberland and Dempsey 1994, Bolgiano et al. 2000) as well as two specimens
killed in West Virginia in 1976 and in Illinois in 2000 (Bolgiano et al. 2000). In the
province of Québec, three specimens have also been reportcd. The flrst one was a
male cougar killed by a resident ofthe municipality of Saint-Lambert close to Abitibi
Lakc, in Abitibi-Témiscamingue, on the 27jh ofMay 1992. The second individual was
hit by a truck in East-Hereford, in Estrie, in April 1996. The front part ofthe remains
from the lactating female lias been mounted by a taxidermist. Finally, on the 15th of
September 2002, a cougar xvas hit by a car in the Réserve Faunique des Laurentides,
in the Capitale-Nationale, but it thcn disappeared in the forest.
The sighting reports and the dead specimcns in Canada were interestingly not
sufficient to put the eastern cougar out from the “data deficient” category. In fact, in
1978, the Committee on the Status 0f Endangered Wildtife in Canada (COSEWIC)
listed the eastem subspecies as “endangered”. However, despite the reports, the
COSEWIC reassigned the eastcrn cougar population to the “data deflcicnt” category
in 199$ (Scott 199$). The US Fish and Wildlife Service (USFWS) currently lists the
eastem cougar as “endangered”, although it is flot actively protected (Cardoza and
Langlois 2002). In response to the lack of data on the subject, the Eastem Cougar
Foundation lias beon established in 199$ in order to gather information
(http://www.eastemcougar.org/).
Because sightings are difficuit to verify and proofs hard to obtain actively, an
uncquivocal way to assess the presence of cougars was required. Several metliods
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have been developed to detect cougars in the wild, including the analysis of tracks
(Smallwood and fitzhugh 1993, Beïer and Cunningham 1996), the chromatography
of bile acid from collccted scats (femandez et al. 1997), the macroscopic and
microscopic analysis of hair (Hanison 2002) and the molecular identification using
restriction enzymes (Milis et aI. 2000). However, none of these techniques can be
applied with case to the problem of the castem cougar. Considenng that the home
range ofcougars can cover as much as 1400 km2 (Wilson and Ruff 1999, Maehr et al.
2002), it is very difficuit to track down spccimens. 1f present, the number of
individuals in castcrn North America is rathcr small and the difficulties which
accomany the deterioration of tracks and feces in such a broad region (Beier and
Cunningham 1 996), along with the ambiguity of the haïr identification without
reliabie positive controls (Harrison 2002) are flot negligibte. In addition, Milis et al.
(2000) used restriction enzymes to differentiate the four North American felids
—Canada lynx (Lynx canadensis). bobcat (L. riflis), domestic cat (feus catits) and
cougar (P. concolor). However, their species ofinterest was not the cougar, but rather
the Canada lynx. In this method, it is the absence of hands with two enzymes that
confirms the identification and this could be due to a failed reaction rather than
indicating a cougar. Sequencing analyses could be donc for ail samples collected, but
it is time-consuming and costly.
Therefore, to counter ail these obstacles, we have developcd a noninvasive sampling
method designed spccificaliy for the cougar. To do so, we installcd scent-baited
scratching posts to coliect hair samples (foran et al. 1997). In such way, we covcred a
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broad study area appropriate for this elusive species. Also, we developed species
specific primers to discriminate cougars from other species of mammals using
mitochondrial DNA extracted from hair samples. In our study, the objectives were to
promote a cost-efficient sampling technique and apply molecular mcthods to gather
more information on the presence of an elusive and rare felid in eastern North
America. We discuss the benefits of this approach in more broader conservation
applications.
2.4 Stiidy A rea
from July 2001 to dàte, 50 scratching posts have been instatled throughout the
provinces of Québec, Ncw Brunswick and Nova Scotia, at ]ocalities that coincided
with abundancc of sightings (f igure 2.1). The study sites wcre mainly situatcd in
undisturbed areas including Mont-Tremblant, Gaspésie forillon, Mauricie, Fundy and
Cape Breton Highlands National Parks, along with the Ruiter VaJley Ecological
Reserve, the Bas-Saint-Laurent and the Saguenay-Lac-Saint-Jean regions. Forest
composition varied among areas and was mainly composed of siigar maple (Acer
saccharum), bittemut hickory (Caiya corchjàrinis), American basswood (Tilla
ame;-icana), yellow birch (Bettila alleghaniensis), paper birch (Betula papyriJra),
balsam fir (A bics baïsamea) or red spruce (Picea rubens). Scratching posts were
placed in highly remote areas to avoid human disturbance. In order to maximize
pheromone dispersion, local topography and predominant wind direction were
considcrcd when selecting the sampting sites. Scratching posts wcre installed from
about 10 km to more than 700 km from one another, depending on the number of
observations in the areas.
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Figure 2.1. Scratching posts installed at different localities in the provinces of
Québec, New Brunswick (NB) and Nova Scotia: Saguenay-Lac Saint-
Jean (LSJ), La Mauricie (MA), Mont-Temblant (MT), Ruiter Valley
(RV), Bas-Saint-Laurent (BSL), Gaspésie (GA), fundy (FU) and Cape
Breton (CB). The size of dots represents the relative numbers of
scratching posts installed. The exact location of posts cannot be
divulged.
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2.5 Materiats aizd inethods
The scratching posts consist of a PVC pipe covered with a plastic boot mat to collect
hair samples. Barbed wircs were installed around the post to increase the probability
of collecting hairs (Gauthier et al. 1999). These posts are designed to lure cougars
using a scent attractant developed by Envirotel Inc (Québec, Canada). However,
because the olfactive lure may attract different species, a genetic identification ofthe
collected hair samples is also necessary to distinguish cougars from other mammals
that can potentially rub against the posts. Several fleld teams working in the diffcrcnt
areas visited the posts and collected hairs monthly, fora total of 319 field samples.
We also obtained thrcc additional samples from Quc5bèc: (1) a muscle sample from
the cougar specimen that was killed in Abitibi-Témiscamingue in 1992 and kept
frozen, (2) a skin sample from the stuffed cougar that was hit by a truck near East
Hereford in 1996, (3) hair and dricd blood samples from the bumper ofthe car that hit
a cougar in the Réserve faunique des Laurentides in 2002.
To develop species-specific prirners, we selected the 16S rRNA region of the
mitochondrial DNA due to its low divergence rate (Lopez et aI. 1997). Sequences
from five families of mammals (Bovidac, Cervidae, Ursidae, Canidae and Felidae)
were rctricved from GenBank to identify divergent sites across cleven species:
domestic cow (Bos tain-lis), white-tailed deer (OdocoiÏeus vii-ginianzis), reindeer
(Rangifrr tarandus), black bear (Ui-sus americanus), brown bear (Ursus arctos),
domestic dog (Canis JamiÏiai-is), domestic cat (f. caals), Canada lynx (L.
canadensis), bobcat (L. rufi’s), margay (Leopardus wiedii) and cougar (F. concoÏor).
Then, we designed the different primers from the aligned sequences using ClustaiX
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(Thompson et al. 1997). We tried to minimize the size of the amplified regions to
ensure efficiency and repeatability (Prieto et al. 2003, Roon et al. 2003, Frantz et al.
2004). The first primer set (16S-Universai-F: GAG GG(C/T) TT(A/T) ACT GTC TCT
TAC and 16S-Universal-R: GGG TAA CTT GTT CCG TTG ATC) amplifies a region
of about 300 bp in ail mammals, with slight differences across species. These primers
are thus used as a positive control indicating PCR success. We also developed a
species-specific primer (16S-Cougar-F: AGA GAC CCA TTA ATT TC) designcd to
amplify an additional internai 138 bp fragment only iii the cougar, when used in
combination with the prcvious reverse primer (16S-Universal-R). Conscquently, the
analysis of a cougar hair sample should produce two bands in a niultiplex PCR
reaction, whereas all other mammals should only exhibit the universal hand.
lntercstingly, we found that the cheetah (Acinonyx jubatus), a close relative of the
cougar (Janczewski et al. 1995, Lopez et al. 1997, Yu and Zhang 2005) has a
similarity of 95% with the cougar sequence and would also produce the 138 bp hand.
Yet, as this species is not found naturally in the New World, it shou]d not present a
problem for North Arnerican cougar detection. Nevertheless, all samples identified as
cougars were also sequenced. To assess the validity and performance of the method,
we completed the PCR amplification with hair samples of known identity. fifly
seven samples from 22 species ofmammals representing eight different families were
tested, including four cougar hair samples collected from zoos (Table 2-1).
Furthermore, negative controls were aiways used to detect contamination (Kwok and
Higuchi 1989). Analyses were performed in a restrictcd area to avoid contamination
(Taberlet et al. 1999).
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Table 2-I. Species used to assess the performance of the universal primers and to
validate the species-specific primer designed for the cougar.
Family Common narne Latin name n Sample type Source
Horninidae Human Homo sapiens 4 Flair Lab
members
Cervidae Whjte-tailed Odocoileus 4 Flair MRNf, QC
deer virginiantis
Muridae Muskrat Ondatra I Flair MRNF, QC
zibethictis
White-footed Peromyscus 4 Muscle MRNf, QC
mouse leucopus
Deer mouse P. ,naniculaitis 4 Muscle MRNF, QC
Mustelidae Wolverinc Gulo gtdo I Muscle University of
Alberta, AB
River otter Lutra canadensis I Hair MRNF, QC
Marten Martes americana 3 Hair MRNF, QC
Shorttail weasel Mustela erminea I Flair MRNf, QC
Longtail weasel Mustelafrenata I Flair MRNF, QC
Mink Musteta vison I Flair MRNf, QC
2 Muscle Univcrsity of
Albcrta, AB
Procyonidae Raccoon Pro cyon lotor I Flair MRNf, QC
I Muscle University of
Alberta, AB
Ursidae Black bear Ursus americanus 2 Flair MRNf, QC
2 Muscle Univcrsity of
Alberta, AB
Canidae Dornestic dog CanisJamiliaris 2 Hair Lab
rncmbers
Coyote C. latrans 2 Flair MRNF, QC
Gray Wolf C. lupus 2 Muscle University of
Alberta, AB
Arctic fox Alopex lagopus I Flair MRNf, QC
Swift fox Vulpes velox 2 Muscle University of
Alberta, A3
felidae Dornestic cat feus catus 4 Flair Lab
members
Canada lynx Lynx canaclensis I Flair Granby Zoo,
QC
I Flair MRNF,QC
2 Muscle University of
Alberta, AB
Bobcat Lynx riifiis I Hair Granby Zoo,
QC
I Hair MRNf, QC
I Muscle MRNf, QC
Cougar Puma concolor 1 Flair Granby Zoo,
QC
I Flair Bioparc, QC
2 Muscle Univcrsity of
Alberta. AB
MRNf= Ministêrc des Ressources Naturelles et de la Faune du Québcc
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We analyzed 3 19 hair samples collected from the scratching posts, as well as the
three additional samples. In order to increase DNA yield, we pooled hair samples
collected from thc same post and that had simïlar macroscopic characteristics
(Goossens et al. 1998, Alpers et al. 2003, Roon et al. 2003, Frantz et al. 2004). This
technique improves the success of PCR reaction and does not affect the outcome of
the analysis, as the species-specific primers exclusively amplify the cougar DNA.
Using our simple DNA extraction, we were able to analyze samples that were over
ten years old, even though they should be more successfiul when completed within six
months of sample collection (Roon et al. 2003). We cut 2-10 cm of the hairs and
soaked them in 150 tL ofa lysis buffer with 40 mM Tris-I-iCI pH 9.0, 50 mM KC1,
0.5% Tween 20 and 1.5 jiL proteinase K of a 20 mg/mL concentration at 57°C
overnight followed by 15 min at 95 °C (Olsen et al. 1996). The DNA extract was
centrifuged for 12 min at 14 000 rpm. The supematant was transferred to a new tube,
centrifuged at 14 000 rpm for another 12 min and then used for DNA amplification.
Multiplex PCR was subsequently carried out in 15 pL volumes containing 10 tL of
DNA extract, 10 mM Tris-HC1 (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100, 2.5 mM of
MgC12, 0.3 iM of each of the three primers (165-Universal-F, 16S-Cougar-f and
16S-Universal-R), 250 1iM dNTP and lU of Ampli Taq GoÏd DNA polymerase
(Roche Applied Science, Indianapolis, USA). The amplifications were performed in a
GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystem, foster City,
USA) with an initial incubation at 94 °C for 2 mm, followed by a PCR profile of 40
cycles of 94 °C for I mm, 53 °C for 90 sec and 72 °C for 90 sec, with a final extension
step at 72 °C for 10 min. PCR products were mn in a 2% agarose gel using Vistra
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Green Nucleic Acid Stain (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England) to
visualize the DNA fragments. The universal DNA hands were retrieved using
QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN Inc., Mississauga, Canada) and then
sequenced in both directions using Big Dyc ® Terminator vl.1 (Applied Biosystcms,
Foster City, USA) on an ABI 3100 automated sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, USA). The sequences were then analyzed with 4Peaks (version 1 .6,
www.mekentosj.com) and the program BLAST from GenBank to ftirther confirm the
resuits obtained with the species-specific primers. The origins of the cougars were
then obtained with respect to the haplotypes proposed by Culver et al. (2000).
2.6 Resutts
Ail 57 samples of known identity exhibited the universal region. In addition, the
species-specific primers accurately amplified the zoo-collected cougar samples
(Figure 2.2). It was then possible to test the primers on the field samples. On the 319
samples collected, 180 were identified as non-cougars and 40 samples were further
sequenced to determine the species that were also attracted by the scratching posts.
These analyses indicated that the black bear (Ursus ainericanus), the white-tailed
deer (Odocoileus virginianiis) and the Canada lynx (L. canadensis) also left hairs on
the posts. Performing multiple analyses was necessary for several samples in order to
obtain amplification success. However, 132 samplcs were stiil inconclusive; that is,
that no single hand was amplified and no more hair or DNA extract were available to
compiete the analyses for these samples. The overall amplification success rate was
of 58.6%.
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Figure 2.2. Resuits of PCR amplifications using universal prirners and a species
specific primer designed for the cougar. Lanes: (1) human, (2) white
tailed deer, (3) muskrat, (4) mink, (5) raccoon, (6) black bear, (7) gray
wolf, (8) 100 bp ladder, (9) domestic cat, (10) Canada lynx, (11) bobcat,
(12-14) cougars and (15) negative control. U: Universal fragment, C:
Cougar fragment, P: Primers.
E—C
<—P
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Dut of the 319 field samples, the most interesting resuits were the seven remaining
hair samples that were posïtively conflrrned as cougars, as well as thc three additional
samples (Table 2-II). In fact, a total of ten samples have bcen identifled as collected
from cougars. Distances from one collection site to another range from O to 1143 km
(Table 2-III). Beginning with the field samples from Québec, the flrst one (#1 lA)
was collectcd on the Montagne Blanche, in the Gaspésie region, on 10 September
2001. Sequencing analysis showed that the individual is probably North American
(according to discriminating sites in the study of Culver et aI. 2000). Three years
later, on 25 August 2004, another individtial witli a possible North Arnerican origin
(#107) was detected in the forillon National Park (same region). About 155 km
separate the two collection sites. Two other samples (#15 and #l6) corne from Estrie,
in the Ruiter Valley Ecological Reserve. These were gathered from the same post on
the 30 January and on 6 March of 2002. It was impossible to determine the ongin of
the flrst hair sample, but the analysis performcd on the second sample showed that it
lias a South or Central American origin. Because of the unknown origin of the first
sample and since both samples corne from the same post, we assume that they are
from the sarne cougar. The hair sample collected on 31 October 2002, in the region of
Saguenay-Lac-Saint Jean (#52) has been identifled as a cougar with a South or
Central Arnerican origin. Because of the Saint-Laurent River as wcll as the 388 km
separating both posts, we believe that these sarnples (#52 and #16) are from different
individuals. As for the province of Ncw Bmnswick, two hair samples (#60B and
#83A) have been identified as collected from cougars. The first has been sarnplcd on
22 July and the second on 22 October 2003. Although the geographic distance from
one post to the other was about 10 km, the individuality is certain siiice these two
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cougars have different origins. As for the three additional cougar samples, genetic
analyses have been performed in order to confirm their identification and to
determine their origin. Our resuits illustrate that the individual from Abitibi
Témiscamingue (#AT92) has a South or Central American origin whereas the sample
from Estrie (#EC1A) has a probable North American origin. The genetic analyses we
pcrformed on tissue collected from the individual hit by a car in the Réserve faunique
des Laurentides (#RdL) allowed to confirm that it was a cougar. However, DNA
extract was insufficient for sequencing analyses ofthe latter individual. Overall, since
1992, ten samples have been positively identificd as being from cougars in eastem
Canada: eight samples from Québec and two from New Brunswick.
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2. 7 Discussion
2. 7.1 Samples collection and identification methods
Conceming the sampling techniquc, we conclude that the olfactive Jure is effective in
attracting cougars, even though thrce other mammal species left hairs on the posts.
Using 50 scratching posts, we were able to collect seven hair samples from cougars.
As for the 132 inconclusive hair samples, there are two possible explanations. First,
our field samples were mainly shed hairs, exempt of foilicles where DNA is more
abundant (as in Higuchi et al. 1988, Gagneux et al. 1997, Goossens et al. 1998). The
success of amplification was thercfore reduced. furthermore, some studies suggested
a preliminaiy discarding process in order to kccp only hair samplcs with follicles
(Vigilant 1999, Roon et al. 2003, Frantz et aI. 2004). In our case, alI field samples
were analyzed as every single one had a probability of being a cougar sample. In
comparison to other methods for identifying cougars in the wild, the technique
developed in this study allows fewer visits to the scratching posts and permits the
detection of cougars in a wide study area. Taking into account the quality of the field
samples, the overail amplification success rate is remarkable.
2.7.2 The cougars’ origin
Out of the ten samples detected, wc have determined that four samples have a
possible North Arnerican subspecies origin. As a reminder, mitochondrial DNA is
maternally inherited. Therefore, it is currently impossible to teIl if the individuals
detectcd are pure North Americans or not. furthenuore, these individuals can be
remnant specimens of the eastern population, but they can also be migrants from the
western part of the country or from the South Dakota population (Nero and Wrigley
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1997). According to Culver et al. (2000), it is currently impossible to genetically
distinguish eastem cougars from the other North American subspecies. However, it is
imperative to note that the number of museum specimcns of the castem subspecies
analyzed in that study was Ïimited to thrce. Further analyses on the genetic profile of
the eastern subspecies should therefore be completed in the near future in order to
detennine whether this taxon is different from other North American subspecies,
Also, we found four other samples that have an exotic origin. This suggests that the
individuals were released or escaped animals, and it implies that there may be a
possibility for outbreeding with the eastcm subspecies, as suggcstcd by Scott (1998).
This represents an additional èhallenge regarding the status ofthe eastem cougar.
2. 7.3 Cougar conservation
Conservation in biology is a multidisciplinary ficld. Not only does it require scientific
knowledge, but it also combines social, technical, cconornical, legal and policy
aspects (Clark et al. 1996). The situation of cougars in eastem North Arnerica was
unclear mainly duc to the Ïack of information on its presence in the wild, as well as
because ofthe absence of appropriate sampling techniques. Now that its presence has
been confirmed, educational programme to inform the public on the biology of the
species should be implemented. Aithougli public attitude can be tinstable towards
conservation of large carnivores (Mcch 1996), protection should be done considering
information collected so far on the cougars present in the east. The COSEWIC as well
as the USfWS should determine if a status have to be granted to the cougar
population in eastern North America. It is however crucial to note that ah 13 wild
felid species present in the Americas are cunently histed as near threatened,
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threatened, endangered or vuinerable (Janczcwski et al. 1995, IUCN 2006, USFWS
2006). Therefore, whcther the cougars detected are currently remnant individuals of
the eastem subspecies or not, we recommend the protection of the cougars for
maintaining the biodiversity in the cast, as weIl as for the ccologicat role of the
species.
In order to achieve this goal, several actions that are primarily linked to habitat
protection and conservation measures have to be taken. Namely, it wilI be important
to preserve the remote areas of the national parks and ecological reserve. Dispersai
corridors are also important for the rnobitity of the individuals for reproduction.
furthcrmore, effort should be made to capture individuals to collect information
about their sex, their health as well as add radio-collared te]emetry to analyze their
dispersai pattcm (Van Dyke and Brocke 1987, Ernest et ai. 2002, Maehr et al. 2002).
Then, the possibihty of cougar reintroduction could be considercd to restore the
ancient population of cougars in the east. In North America, the gray wolf (C. lupus)
in the northcm Rockies (Bangs and fritts 1996), the bobcat (L. rufiis) in Georgia’s
Cumberland Island (Diefenbach et al. 1993) as well as cougars in florida (Land and
Lacy 2000), are good examples of mammals reintroduction performed in the last
decade. In the first two cases, restorations were considercd after the species were
extirpatcd from the areas. Reintroduction was crucial for the population ofcougars in
Florida to counter the genetic problems due to inbreeding. Thcsc cases permitted the
restoration of carnivores in North Arnerica and were followed by positive impact on
the area’s ecology (Bangs et aI. 1998, Ripple 2003, Diefenbach et aÏ. 2006, Pimm et
al. 2006). However, a massive amount of effort from teams covering the multiple
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aspects of conservation biology was essential for the accomplishment of the
programmes. Restoration projects have known a meagre 11% of success ail over the
world (Eamhardt 1999). It is therefore important to consider thesc points before
reintroducing cougars in the east.
2.8 Conclusion
In a short period of time, this project allowed for the detection of numerous cougars
in the east. Before hand, the confirmation of cougars was parsimonious. Our study
transformed the once considered inconclusive, questionabic and contcntious reports
into solid scientific evidence. A standardized version of the sighting reports is
implemented by the Eastem Cougar Foundation. Scratching posts can be installcd
where abundant credible sightings have been rcported to increase the number of
positive identifications. furthemiore, cameras are now installed near sornc of the
scratching posts in Québec and in New Bmnswick to gather information on cougars
attracted by the posts. Such studies, along with others conducted elscwhere in the
species range may help further inform us as to the status of the eastem cougar. The
sampling and genetic identification can easily be applied to other clusive species in
order to confirm rapidty and efficiently their presence in large geographic areas. They
represent excellent tools for the detection and conservation of endangered mammal
species.
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CHAPITRE 3: DISCUSSION
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3.1 Confirmation de la présence de couguars dans t’est dii canada
Depuis des années, la recherche de couguars dans l’est de l’Amérique du Nord était
basée sur des observations fortuites et quelques rares confirmations. Parce que le
territoire à étudier est vaste, la recherche de pistes et de fèces par des experts aurait
été un projet interminable et éreintant. C’est toutefois grâce aux observations dc
personnes averties que la confirmation des couguars a pu être établie. En l’absence
d’une technique de détection efficace, la mise en place d’une nouvelle méthode était
très attendue. Contrairement aux trappes, les poteaux de frottages permettent de
récolter de façon non-invasive des tissus de couguar en les attirant activement à l’aide
de leurre olfactif. Le premier objectif de ce projet de maîtrise visant à confirmer la
présence de couguars dans l’est du Canada a été complété. La conception d’amorces
spécifiques a permis d’accélérer le processus de détection en plus de valider une fois
pour toute sa présence à travers le Québec et le Nouveau-Brunswick.
3.2 Provenance des couguars d’origine nord-américaine
Des dix échantillons récoltés, quatre proviennent possiblement de couguars d’origine
nord-américaine. La première hypothèse expliquant la présence de ces individus est
qu’ils proviennent d’une population vestigiale, ce qui implique nécessairement que la
sous-espèce de l’Est ne s’est jamais éteinte complètement. En considérant le nombre
de mentions rapportées au cours des dernières décennies, il n’est pas improbable que
la population de l’Est ait été faible, mais présente. Cardoza et Langlois (2002)
proposent par contre qu’une population si faiblement abondante n’aurait pas pu
survivre. La deuxième hypothèse stipule que les individus détectés seraient plutôt des
migrants de l’Ouest ou des individus de la sous-espèce de la floride. McGinnis
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(1996) ainsi que Cardoza et Langlois (2002) affirment toutefois qu’en raison de la
distance requise pour la migration, les couguars auraient eu beaucoup de difficulté à
se déplacer de la côte ouest à la côte est, ou encore de la Floride jusqu’au Québec et
au Nouveau-Bmnswick. Pourtant, la grande capacité de dispersion des couguars ainsi
que la taille importante de leur territoire sont connus (Pierce et al. 1999, Wilson et
Ruff 1999, Logan et Sweanor 2001). Les jeunes mâles parcourent de longues
distances afin de s’approprier un territoire vacant (Logan et Sweanor 2001, Maehr et
al. 2002). La colonisation par des couguars migrants impliquerait aussi une période
creuse de mentions et une réapparition soudaine de mentions, ce qui n’est pas le cas
des couguars dans l’est du Canada. Malheureusement, il est impossible pour le
moment de déterminer si la sous-espèce dc l’Est se distingue génétiquement des
autres sous-espèces nord-américaines, ni si les couguars détectés sont de la sous-
espèce vestigiaic. La provenance des couguars nord-américains reste donc
présentement incertaine.
3.3 Provenance des couguars d’origine exotiqite
Des échantillons récoltés, quatre proviennent de couguars d’origine exotique
(Amérique du Sud ou d’Amérique Centrale). La première hypothèse émise est que
ces animaux auraient été apprivoisés et ensuite relâchés volontairement ou
accidentellement dans la nature par des particuliers (Parker 1998, Cardoza et Langlois
2002). Au Canada, la loi sur la garde des animaux sauvages en captivité empêche
l’apprivoisement de couguars depuis 1992. Toutefois, il est possible qu’il existe un
élevage illégal de couguars dans l’est de l’Amérique du Nord (Downing 1996). Les
éleveurs vendraient de jeunes couguars, qui sont très dociles, affectueux et faciles à
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apprivoiser (Young et Goidman 1946). Le couguar adulte devenant agressif et
territorial, leurs propriétaires peuvent avoir été contraints à le tuer. Des particuliers
auraient aussi pu relâcher leur animal en nature, ce qui expliquerait leur présence
dans l’est du pays. Une deuxième hypothèse stipule que les couguars se seraient
échappés des zoos (Cardoza et Langlois 2002). Toutefois, considérant le contrôle de
ces organismes tant au niveau fédéral que provincial, cette hypothèse est peu
envisageable et est vérifiable auprès des zoos. Quoi qu’il en soit, on retrouverait en
milieu naturel des couguars exotiques au sein d’une population probable de couguars
de l’Est avec possibilité d’exogamie entre les deux groupes.
3.4 factettrs en defaveur de ta protection des coitguars dans t’est dit canada
3.4.1 Contre la présence d’individus exotiques
Scott (1998) prétend que les couguars exotiques ne méritent pas de statut de
conservation dans l’est du pays puisqu’il serait contre nature de protéger des taxons
qui ne sont pas indigènes. L’exogamie, ]a reproduction d’individus provenant dc deux
poptilations distinctes, peut survenir dans le cas des couguars de l’est du Canada et
cela peut engendrer à long terme une diminution de la diversité génétique de l’espèce.
L’homogénéisation génétique au sein de l’espèce peut avoir des conséquences
néfastes car elle peut directement affecter son potentiel d’adaptation. Paradoxalement,
l’endogamie ou la consanguinité, est également néfaste lorsque la population est
petite, car elle peut entraîner des malformations génétiques. Par exempte, des
anomalies dans la production de spermatozoïdes et dans la forme de la queue ont été
observées chez la sous-espèce de la floride (P. c. coiyi), à cause de sa faible
abondance (Maehr et al. 1995, Pimm et al. 2006). Ainsi, la reproduction entre
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individus de deux populations pourrait contribuer à éviter les problèmes de
l’endogamie, mais pourrait faire disparaître la forme pure de la sous-espèce de l’Est
par homogénéisation génétique avec les individus provenant de l’Amérique du Sud
ou de l’Amérique Central.
3.4.2 Contre le statut taxol?omique incertain de la sous-espèce de / Est
L’étude de Culver et al. (2000) propose que les sous-espèces nord-américaines ne
formeraient en fait qu’une seule population panmictique, à cause de la faible diversité
génétique des individus retrouvés au nord du Nicaragua et du potentiel de dispersion
très élevé des couguars. La sous-espèce de l’Est ne serait pas distincte des autres
sous-espèces nord américaines et sa protection serait donc inutile. Toutefois,
seulement trois spécimens de musées dc ta sous-espèce de l’Est ont été analysés par
Culver et al. (2000). 11 semble prématuré de rejeter du revers de la main la taxonomie
du couguar tant qu’une recherche plus approfondie quant au statut taxonomique de la
sous-espèce de l’Est ne sera pas réalisée pour clarifier le statut de conservation de
l’espèce au Canada.
3.4.3 Contre les attaques éventuelles sur les humains
Dans la nature, le couguar n’entre que très rarement en contact avec l’humain. À
quelques occasions, certaines rencontres ont été rapportées. De 1890 à 1990, 58
attaques ont été répertoriées au Canada et aux États-Unis (Beicr 1991). Dix de ces
affrontements furent mortels et tous furent grandement médiatisés (Beier 1991,
Cardoza et Langlois 2002). À titre comparatiL le chien domestique (C. familiaris) a
causé plus de 1,2 million de blessés et a engendré la mort de plus dc 1800 individus
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pour la même période de temps (Beier 1991). Contrairement ? ce que le grand public
pourrait penser et ce que les médias nous laisser croire, le couguar n’est pas considéré
comme un animal particulièrement dangereux pour l’homme.
3.5 Motifs en faveur de ta protection des couguars dans t’est du Ganada
3.5.1 fotr son i-61e dans Ï ‘écosystèmeforestier
Afin de proposer des avenues de protection pour les couguars, il est important de
déterminer les objectifs du Canada face à la conservation de l’espèce. Le couguar
joue un rôle écologique essentiel en tant que prédateur naturel. Comme toutes les
autres espèces de félidés, il représente un prédateur carnassier. Ses proies varient de
gros mammifères ongulés jusqu’atix petits rongeurs et même des insectes (Hamilton
1939, Peterson 1966, Wilson et Ruff 1999). Dans l’est du Canada, sa proie préférée
est le cerf de Virginie (O. vi,-ginianus) qui possède une population surabondante dans
l’est de l’Amérique du Nord. La conservation de prédateurs dans l’est du Canada
permet de préserver un écosystème forestier sain.
3.5.2 Four conserver la diversité de félins dans les A mériques
La conservation de couguars dans l’est du Canada aidera à la conservation de la
biodiversité à trois paliers différents. Tout d’abord, au niveau des populations
environnantes. Le couguar de la Floride (F. e. carvi) est considéré comme en danger
par le USFWS (2006). Lors des dernières années, les gestionnaires de la faune des
États-Unis ont mis l’emphase sur la protection de la population des Evergiades
(Maehr et Caddick 1995, Maehr et al. 2002, Maehr et al. 2003). Afin de diminuer le
taux d’endogamie, des couguars du Texas (P. c. stanlevana) ont été introduits en
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1995. La présence de couguars dans l’est de l’Amérique du Nord aurait pour fonction
de permettre à la population de la Floride d’avoir des migrants à proximité pour
diminuer le haut taux de consanguinité.
En second lieu, la présence du couguar dans l’est du Canada améliorerait le statut de
l’espèce en général. Bien que la population de couguars ne réponde pas à tous les
critères de conservation établis par le COSEPAC (mentionnés dans l’introduction),
elle fait partie des «cas particuliers ». Cette catégorie stipule qu’un taxon peut être
admissible à un statut s’il existe des raisons évidentes de le protéger. Par exemple,
lorsque l’espèce est en danger à l’étranger, un statut de conservation peut lui être
attribué au Canada. Or, selon l’UICN (2006), l’espèce est considérée comme étant
«quasi menacée ». La présence de couguars dans l’est permettrait ainsi d’aider au
rétablissement de l’espèce.
Une autre raison de protéger l’espèce est fonction du statut des autres félidés en
Amérique. À l’exception du chat domestique (F. catus), les treize espèces félines
présentes dans le Nouveau Monde sont listées comme étant vulnérable, menacée ou
en danger (Janczewski et al. 1995, IUCN 2006, USfWS 2006). Même si les couguars
détectés ne représentent pas la sous-espèce de l’Est, il est impératif de protéger ces
individus à des fins de protection globale (Maehr et al. 2003). La conservation des
couguars dans l’est du Canada aiderait au rétablissement de la biodiversité des
félidés.
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3.5.3 Four protéger les espèces environnantes
La sauvegarde du couguar représente une action bénéfique pour l’ensemble de la
faune et de la flore, étant donné que cette espèce territoriale a besoin d’une grande
aire de conservation. Sa protection aura un effet « parapluie > qui permettra de
protéger les ressources naturelles présentes dans le domaine vital du couguar. Les
espèces concernées peuvent varier grandement, passant des plantes rares aux animaux
en danger, selon l’emplacement de la zone de protection. Ainsi, la sauvegarde des
couguars détectés aiderait indirectement à la conservation des espèces présentes dans
son environnement.
3.6 Sttites dit projet
La présence du couguar étant confirmée dans l’est du Canada, il demeure plusieurs
autres aspects à traiter pour protéger l’espèce. D’une part, il serait nécessaire de
valider le statut taxonomique de la sous-espèce de l’Est. Au cours de ma maîtrise, j’ai
récolté dix échantillons de couguars de musées identifiés comme étant des couguars
de l’Est. Les spécimens de musées sont traités chimiquement et mécaniquement à des
fins de préservation. Bien que ces mesures soient bénéfiques pour la conservation des
spécimens, il est par la suite très ardu d’extraire l’ADN de ces spécimens, dû à la
fragmentation du matériel génétique. Yang et al. (1997) détermina que la méthode au
bromure d’hexadécyltriméthylammonium (CTAB) était la plus optimale pour
l’extraction d’ADN ancien. Plusieurs méthodes ont été testées au cours de mon
projet, notamment le phénol : chloroforme (Sambrook et al. 1989), le tampon de lyse
proposé par Olsen et al. (1996), le chelex 10% (Walsh et al. 1991), le nonidet P40
(NP4O) combiné avec du dithiothréitol (DTT) (Allen et al. 1998), le guanidine
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(GuSCN) (Boom et al. 1990), les colonnes d’extractions par QIAGEN inc.
(Mississauga, CA), ainsi que le tampon de lyse à base de CTAB (Yang et al. 1997).
Ces techniques n’ont malheureusement pas permis d’amplifier l’ADN extrait à partir
d’échantillons de poils. L’analyse des échantillons d’ADN ancien demeure prioritaire
pour la validation du statut taxonomique de la sous-espèce dc l’Est.
D’autre part, il serait intéressant de déterminer le sexe des individus détectés. Dans le
cadre de mes études, des analyses génétiques basées sur la région amélogénine des
chromosomes sexuels ont été effectuées pour identifier le sexe des individus détectés
(Piigrim et al. 2005). Néanmoins, seul l’échantillon de muscle du couguar d’Abitibi
Témiscamingue a pu ôtre identifié comme étant celui d’un mâle, ce qui concorde avec
les informations obtenues par les autorités de la municipalité. Les analyses sur les
échantillons de poils de couguar ont été effectuées, mais en raison de la faible qualité
et de la faible quantité d’ADN dans ce type de tissu, aucun résultat positif quant à
l’identification du sexe n’a été obtenu jusqu’à ce jour.
De plus, il serait important de déterminer la viabilité de la population dc couguars
détectés. Jusqu’à maintenant, dix échantillons ont été confirmés dans l’est du Canada.
Par contre, il serait illusoire de croire que la méthode d’échantillonnage a permis de
recenser la population entière. Une méthode complémentaire visant à estimer
l’abondance de la population doit être mise en place afin de prédire la viabilité de la
population et dc lui accorder un statut plus précis. La télémétrie serait un outil
nécessaire, autant pour la détection des déplacements que pour la détermination des
comportements de reproduction. En ce qui concerne le maintien dc la viabilité des
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couguars présents dans l’est du Canada, il est intéressant de comparer la situation
actuelle avec la sous-espèce de la fbride. Chez cette dernière, sa population précaire
compte présentement autour de 7 à 20 couguars par réserve écologique. Une situation
semblable exigerait la présence d’au moins 60 à 80 couguars au Québec (15 à 20 par
parc et réserve) et 15 à 20 au Nouveau-Bnmnswick. Ces informations pourraient
guider les futurs projets de conservation de l’espèce dans l’est du pays, le cas échéant.
Par sa capacité d’adaptation à différents habitats et milieux, le couguar représente une
espèce unique qui mérite d’être protégée. La conservation de couguars dans l’est du
Canada permettra donc de rétablir une stabilité quant à sa présence et ainsi permettre
le rétablissement de ce « chat mystérieux » dans nos forêts.
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